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Bevezetés 
 
Magyarországon a férfiak tüdőrákos megbetegedési gyakorisága világviszonylatban a 
legmagasabbak között van, és a nőknél is magas, de ennek pontos okait még nem ismerjük. A 
tüdőrák kialakulásának elsődleges kockázatnövelő tényezője a dohányzás. Magyarországon 
az elszívott cigarettaszám magas, de nem tér el jelentősen más sokat dohányzó nemzetek 
elszívott cigarettamennyiségétől. Az azbeszt és a radon expozíció szempontjából nem sorolják 
Magyarországot a kiemelten nagy kockázatú országok közé. Ezért a kiugróan magas hazai 
tüdőrák megbetegedési gyakoriság okainak felderítésére, a betegség összetett molekuláris 
mechanizmusának feltérképezéséhez további kutatások szükségesek. 
 
A dohányfüst közel négyezer komponenst tartalmaz, ezek közül számos komponens DNS 
károsító hatású, köztük policiklusos aromás szénhidrogének (PAH-ok), heterociklusos aromás 
aminok, N-nitrózaminok, aldehidek. A karcinogén vegyületek közül néhány közvetlenül fejti 
ki DNS károsító hatását, de a daganatkeltő vegyületek többsége kémiai átalakuláson megy 
keresztül és válik biológiailag aktívvá. A molekuláris epidemiológiában használt biológiai 
markerek, másként biomarkerek, azok a biológiai anyagok, alkotók vagy folyamatok, 
amelyek az emberi szervezetből kimutathatóak, mérhetőek, a szervezetben lejátszódó 
folyamatokat tükrözik és a betegség kimenetét befolyásolják, vagy a betegség kialakulás 
kockázatát jellemzik. Biomarkerek vizsgálatával nyert ismeretek segítségével lehetőség nyílik 
a betegség gyakoriságának, és a környezeti expozíció emberre gyakorolt egészségkárosító 
hatásának csökkentésére. A daganatképződés többlépcsős folyamatát jellemző fő biomarker 
csoportok: az expozíciós biomarkerek, mint például a DNS-adduktok*; a hatásmarkerek, mint 
például a génmutációk; és a teljes folyamatot befolyásoló genetikai fogékonysági markerek.  
 
A tüdődaganat kialakulás összetett molekuláris folyamatainak a jellemzése lehetséges a 
különböző csoportokba tartozó egyes biomarkerek és azok összefüggéseinek az együttes 
vizsgálatával. Doktori disszertációmban az aromás DNS-adduktok és az O4-etiltimidin mint 
expozíciós biomarkerek, a TP53 génmutáció spektrum mint hatásmarker, és a betegség 
kockázatát leginkább növelő környezeti expozíció, a dohányzás összefüggéseit 
tanulmányoztam. 
*Saját korábbi magyar nyelvű publikációink szóhasználatát követve, az angol „adduct” megfelelőjeként 
disszertációmban az „addukt” szót használom egyes magyar szakszövegekben előforduló „adduktum” szó 
helyett. 
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Célkitűzés 
  
Többvégpontos molekuláris epidemiológiai kutatásaim célja a tüdőrák kialakulás molekuláris 
hátterének jobb megismerése expozíció- és hatásbiomarkerek alkalmazásával hazai tüdőrákos 
betegpopulációban. Kutatásaim alapjául munkacsoportunk korábbi aromás DNS-addukt 
vizsgálatai szolgáltak dohányzási expozícióval összefüggésben. Az ábrán a dohányfüst 
rákkeltő hatásának vázlatos folyamatábrája látható, melybe bejelöltem az általam vizsgált 
expozíciós tényező és biomarkerek helyét a folyamatban. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
A dohányfüst rákkeltő hatásának vázlatos folyamatábrája 
 
Munkámat nemzetközi együttműködési projektek keretében kiterjesztettem egy alig ismert 
DNS-sérülés, az O4-etiltimidin vizsgálatára, hogy az vajon alkalmazható-e a dohányzás 
expozíciós biomarkereként. Munkám egyik célkitűzése tehát az expozíciós biomarkerek 
körének bővítése célszövetből, jelen munkában humán tüdőszövetből történő meghatározásra. 
Külön-külön, majd korrelációval elemeztem a két addukt típus expozíciótól való függését és 
eliminációját arra keresve a választ, hogy vajon mennyire kapcsolódnak a kétféle DNS sérülés 
keletkezési és eliminációs folyamatai. Elsőként vizsgáltam magyar tüdőrákos 
betegpopulációban a TP53 gén mutáció gyakoriságot és mutáció mintázatot a dohányzási 
státusszal és a szövettani típussal összefüggésben abból a célból, hogy összehasonlíthassuk a 
hazai jellemzőket a nemzetközi adatokkal, hogy vajon találunk-e lényeges eltérést. 
Kutatásaimnak nemzetközi szinten is kiemelkedő újdonsága, hogy humán vizsgálatban 
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összefüggéseket kerestem a dohányzás eredetű aromás DNS-addukt mint elsődleges DNS 
sérülés és egyes specifikus TP53 tumorszupresszor gén mutáció típusok, mint lehetséges 
következmény között, hogy vajon humán szövetben kimutatható-e a korábbi kísérletes 
modellek alapján feltételezett ok-okozati kapcsolat.  
 
Anyagok és módszerek 
 
A vizsgálati populáció leírása 
A feldolgozott tüdőszövet minták az Országos Korányi TBC és Pulmonológiai Intézet 
Mellkassebészeti Osztályán (Budapest) tüdőrezekált 104 primér tüdőrákos betegtől 
származtak. A műtét során eltávolított tüdőlebenyből makroszkóposan ép és tumorszövet-
mintavétel történt, majd a szövetekből DNS-t izoláltunk. A vizsgálati populáció 37 laphámrák 
és 67 adenokarcinóma esetből állt. Az esetek 60% férfi (62 fő) és 40% nő (42 fő) volt.  
 
 DNS kinyerés 
A szövetmintákból a DNS izolálás fenol – kloroform – izo-amilalkohol extrakciós módszerrel 
történt. 
 
Aromás DNS-addukt meghatározás 32P-utójelöléses módszerrel 
Az aromás DNS-adduktszintek meghatározása ép tüdőszövetből (n=104), illetve 
tumorszövetből (n=57) izolált genomiális DNS felhasználásával történt nukleáz P1 
adduktdúsítással kombinált 32P-utójelöléses módszerrel. A radioaktívan jelzett DNS-adduktok 
szétválasztása több irányú vékonyréteg kromatográfiával, az adduktmintázat kimutatása és a 
radioaktivitás-mérés elektronikus autoradiográfiával történt.  
 
O
4
-etiltimidin meghatározás 32P-HPLC módszerrel 
Az O
4
-etT szint meghatározást ép tüdőszövetből (n=64) immunkémiai adduktdúsítást követő 
32
P-utójelöléses módszerrel, majd fordított fázisú HPLC-n gradiens elúcióval történő 
szétválasztással és radioaktivitás méréssel végeztük.  
 
TP53 génmutáció vizsgálati módszerek 
A TP53 mutáció elemzéseket tumorszövetből (n=104) az 5-9 és a 11-es exonokon végeztük 
el. A TP53 génszakasz sokszorozása a DNS-ből polimeráz láncreakció (PCR) technikával 
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történt. TP53 mutációkra a minták előszűrését denaturáló gradiens gélelektroforézis (DGGE) 
és automatizált egyszál konformáció polimorfizmus vizsgálat (CE-SSCP) módszerrel 
végeztük. A mutációkat közvetlen szekvenálással azonosítottuk. 
 
Alkalmazott statisztikai módszerek 
A statisztikai elemzéseket a GraphPad Prism 4.0 program alkalmazásával Fisher egzakt  
teszttel, Mann-Whitney U-teszttel és Spearman korreláció teszttel végeztük. Kétoldali P 
értékeket közlünk, ahol a statisztikai szignifikancia feltétele: P ≤ 0,05 volt. 
 
Az eredmények összefoglalása 
 
PhD kutatómunkám célja az volt, hogy molekuláris epidemiológiai vizsgálatban a dohányzási 
státus, két különböző DNS-addukttípus, az O4-etT és az aromás DNS-adduktok, a TP53 
tumorszupresszor génmutációk és a tüdőrák összefüggéseit jobban feltárjam hazai 
populációban.  
 
Az O
4
-etT és az aromás DNS-addukt szintek szignifikánsan magasabbak voltak a műtétig 
dohányzók és a dohányzást a műtét előtt egy éven belül abbahagyók csoportjában, mint a 
dohányzást több mint egy évvel a műtét előtt abbahagyók és a sohasem dohányzók 
csoportjában. Az O4-etT hosszú életidejű DNS sérülésnek mutatkozott. Nem volt 
statisztikailag szignifikáns korreláció az O4-etT és az aromás DNS-addukt szintek között. 
 
 A vizsgálati populációban nagyobb TP53 mutáció gyakoriság és többféle mutáció típus 
fordult elő az IARC összesített adatbázisával összevetve. A minták 45%-a hordozott TP53 
mutációt. Szignifikánsan több mutáció fordult elő laphámrákban, mint adenokarcinómában, és 
a több mint 20 évig dohányzóknál. A leggyakoribb mutáció típusok a G→A (19%), G→T 
(19%) és G→C (16%) voltak. A mutációs mintázatot befolyásolta a dohányzási státus. G→T 
transzverzió csak a dohányzóknál fordult elő, és többségében magas aromás DNS-
adduktszinttel párosult.  
 
Eredményeim megerősítik, hogy az O4-etT szint tüdőben a dohányzás következtében 
emelkedik. Humán tüdőben az O4-etT hosszú életidejű, és az O4-etT és az aromás DNS-
adduktok aktivációs és eliminációs útvonala nem szorosan kapcsolt. Alkalmasnak ítélem az 
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O
4
-etT-t dohányzási expozíció biomarkereként expozíciós csoportok közötti összehasonlításra 
molekuláris epidemiológiai vizsgálatokban. 
 
 A nemzetközi szakirodalomban elsőként mutattam ki szoros összefüggést a TP53 G→T 
mutációja és a magas aromás DNS-adduktszint között humán vizsgálatban, ami jelentős 
tudományos előrelépés a kísérletes modellektől a karcinogén DNS-addukt és a génmutáció 
közötti ok-okozati kapcsolat feltárásában.  
 
Kiemelt új tudományos eredmények 
 
1. Eredményeim alapján arra következtetek, hogy a dohányzás az O4-etT képződés fő forrása. 
Az O
4
-etT addukt a dohányzási expozíció biomarkereként alkalmazható molekuláris 
epidemiológiai vizsgálatokban.  
 
2. Eredményeim azt bizonyítják, hogy az O4-etT adduktok humán tüdőben tartósan 
megmaradnak a dohányzás abbahagyása után sok éven keresztül, az aromás DNS-
adduktokkal ellentétben. 
 
3. Bár a dohányzás a fő forrása az O4-etT és az aromás DNS-addukt képződésnek tüdőben, a 
két addukttípus metabolikus útvonalai és DNS hibajavító folyamatai nagy valószínűséggel 
nem kapcsolódnak szorosan egymáshoz.  
 
4. A vizsgált magyar tüdőrákos betegpopulációban a TP53 mutáció gyakoriság magasabb 
számos kaukázusi, dél-amerikai és ázsiai tüdőrákos populációban kimutatott mutáció 
gyakorisághoz képest, és magasabb értékekről alig számolnak be a szakirodalomban. 
 
5. Összefüggést találtam a TP53 mutáció gyakoriság a nem, dohányzási dózis, a dohányzási 
idő és a tüdődaganat szövettani típusa között. 
 
6. Hasonlóságot mutattam ki a sohasem dohányzók, és a több mint egy éve nem dohányzók 
TP53 mutációs mintázata között.  
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7. A nemzetközi szakirodalomban elsőként mutattam ki összefüggést a magas aromás DNS-
adduktszint és a tüdőtumorban lévő G→T transzverzió típusú mutáció, mint a dohányzásra 
jellemző TP53 génmutáció között. 
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Introduction 
 
Lung cancer rate in Hungary is one of the highest in the world among men and also very high 
among women, for reasons not clearly understood yet. The primary risk factor for lung cancer 
is smoking. In Hungary, cigarette consumption is high, but not substantially different from the 
cigarette consumption of other much-smoking countries. The risks associated with other 
potential etiological factors, such as asbestos and radon exposure, are not known to be 
different in Hungary from those in many other European countries. Therefore, the complex 
molecular mechanisms of the disease should be further explored in order to reveal the reasons 
for the very high lung cancer rate in Hungary. 
 
Tobacco smoke contains more than 4000 constituents including polycyclic aromatic 
hydrocarbons (PAHs), heterocyclic amines, N-nitrosamines and aldehydes, many of which 
are genotoxic. Some carcinogenic agents damage the DNA directly, but the majority of the 
carcinogenic agents undergo metabolic activation before they become biologically active. The 
biological markers, or briefly biomarkers, used in molecular epidemiology, are biological 
materials, components or processes that can be detected and measured in the human body; 
they reflect processes and changes in the organism, may influence the onset or outcome of a 
disease, or may indicate the risk of a disease. The new knowledge gained from biomarker 
research may facilitate the reduction of adverse health effects of human environmental 
exposure and the occurrence of certain diseases. The main groups of biomarkers that 
characterise the multi-step process of carcinogenesis are the exposure markers, such as DNA 
adducts, the effect markers, such as gene mutations, and susceptibility markers that may 
influence the whole process. 
 
The complex molecular mechanisms of lung cancer can be investigated and characterised by 
the different types of biomarkers and by the associations among them. In my doctoral 
dissertation I have investigated the associations among bulky DNA adducts and O
4
-
ethyltymidine that are biomarkers of exposure, the TP53 gene mutation spectra as a biomarker 
of effect, and smoking exposure as the main environmental risk factor of lung cancer.  
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Aims of the research 
 
The aim of my multi-endpoint molecular epidemiological research was to further explore the 
molecular background of lung carcinogenesis in Hungarian lung cancer patients with the 
application of exposure and effect biomarkers. The research was based on the previous studies 
of our research team on smoking-related bulky DNA adduct formation. The scheme here 
below shows the main stages of the carcinogenic pathway initiated by cigarette smoke 
exposure, and the circles indicate the exposure and the biomarkers investigated in the project. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
The scheme of the carcinogenic pathway initiated by cigarette smoke 
 
I extended my investigations in the frame of international collaborative projects to a hardly- 
known type of DNA damage, O
4
-ethylthymidine (O
4
-etT) to explore whether it is suitable for 
use as biomarker of smoking exposure. Thus, a major aim of my research was to explore new 
exposure biomarkers in target tissue, here, specifically in human lung tissue. I analysed 
separately and in correlation the dose-dependency and the elimination of the two different 
types of DNA adducts in order to explore possible links between their formation and 
elimination pathways. For the first time, I investigated the TP53 gene mutations in association 
with the smoking status and tumour histology in a Hungarian lung cancer population in order 
to compare the Hungarian characteristics with international statistics. The international 
novelty of my research is that this is the first human study in which the associations between 
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smoking-related bulky DNA adducts as primary DNA damage, and specific TP53 tumour 
suppressor gene mutations as a possible consequence have been investigated for possible 
causal relationship that had been suggested by previous experimental model studies.  
 
Materials and methods 
 
Study population 
Lung tissue samples derived from 104 primary lung cancer patients who underwent lung 
resection in the Department of Thoracic Surgery of the Korányi National Institute of 
Tuberculosis and Pulmonology (Budapest, Hungary). Macroscopically normal and tumour 
tissues samples were taken from the resected lobes, and DNA was isolated form the tissues. 
The study population comprised 37 squamous cell carcinoma and 67 adenocarcinoma cases. 
60% of the cases were males (n=62) and 40% (n=42) females. 
 
DNA isolation 
DNA was isolated from the lung tissues samples by using the phenol – chloroform – iso-amyl 
alcohol extraction procedure. 
 
Determination of bulky DNA adducts by 
32
P-postlabelling  
Bulky DNA adducts were determined in the genomial DNA from the non-tumorous (n=104) 
and tumour tissue samples (n=57) by using the 
32
P-postlabelling method combined with 
nuclease P1 adduct enrichment. The radio-labelled DNA adducts were separated with multi-
directional thin-layer chromatography. Detection of the adduct patterns and measurement of 
radioactivity were done by electronic autoradiography.   
 
O
4
-ethylthymidine determination with 
32
P-HPLC method 
O
4
-etT levels were determined from the macroscopically normal lung tissue samples (n=64) 
with a modified immunoenriched 
32
P-postlabelling method, followed by separation on 
reverse-phase high-performance liquid chromatography (HPLC) with gradient elution, and 
online detection of radioactivity. 
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TP53 mutation detection 
TP53 mutations were analysed from the tumour tissues (n=104) in exons 5-9 and 11. The 
TP53 gene sequences were amplified from the DNA samples by polymerase chain reaction 
(PCR). Denaturant gradient gel electrophoresis (DGGE) and automated capillary 
electrophoresis single strand conformation polymorphism (CE-SSCP) were applied to screen 
for TP53 mutations. The mutations were determined by direct sequencing. 
 
Statistical analyses 
The statistical analyses were performed with GraphPad Prism 4.0 software, using Fisher’s 
exact test and Mann-Whitney U-test, and Spearman correlation test. Two-sided P values are 
given, and a difference was considered statistically significant at P ≤ 0.05. 
 
Summary of the results 
 
The aim of my PhD research was to further explore the associations among smoking status, 
two different DNA adduct types, the O
4
-etT and bulky DNA adduct, the TP53 tumour 
suppressor gene mutations and lung cancer in a molecular epidemiological study in a 
Hungarian lung cancer study population.  
 
The levels of O
4
-etT and bulky DNA adducts were significantly higher in the combined group 
of subjects who smoked until surgery or gave up smoking at most one year before surgery 
than in the combined group of those subjects who gave up smoking more than one year before 
the surgery or never smoked. O
4
-etT appeared to be a highly persistent DNA damage. There 
was no statistically significant correlation between the individual levels of O
4
-etT and of 
bulky DNA adducts.  
 
The TP53 mutation frequency and the variety of mutation types were higher in the present 
study population as compared to the IARC database. 45% of the samples carried TP53 
mutation. The mutation frequency was significantly higher in squamous cell carcinoma than 
in adenocarcinoma, and in the cases with more than 20 years of smoking history. The most 
common mutations were G→A (19%), G→T (19%) and G→C (16%) base changes. The 
mutation pattern was influenced by the smoking status. G→T transversion was detected 
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exclusively in smokers, and most carriers of the G→T transversions had also high level of 
bulky DNA adducts.  
 
My results confirm that O
4
-etT level is increased by smoking in the lung. O
4
-etT is persistent 
in human lung, and the activation and elimination pathways of O
4
-etT and bulky DNA 
adducts are not closely linked. I consider O
4
-etT a suitable biomarker of smoking exposure 
for comparison of exposure groups in molecular epidemiological studies. 
 
For the first time at international level, I demonstrated strong association between G→T 
mutation of TP53 and high level of bulky DNA adducts in a human study, which is a 
significant scientific progress from the in vitro studies in the exploration of the causal 
relationship between a carcinogen-DNA adduct and a gene mutation.  
 
Highlighted novel scientific findings 
 
1. My results indicate that the main source of O
4
-etT formation in human lung is smoking. O
4
-
etT is applicable in molecular epidemiological studies as a biomarker of smoking exposure.  
 
2. My results demonstrate the long persistence of O
4
-etT in human lung for several years after 
quitting smoking, contrary to bulky DNA adducts.  
 
3. Although the major source of O
4
-etT and bulky DNA adduct formation in lung is smoking, 
their metabolic pathways and DNA repair processes are probably not closely linked.  
 
4. Higher TP53 mutation frequency was found in the Hungarian lung cancer study population 
than in several Caucasian, South-American and Asian lung cancer populations, and its 
mutation frequency is among the highest ones published in the literature. 
 
5. I found associations between TP53 mutation frequency and gender, smoking dose, duration 
of smoking, and the histological type of tumour. 
 
6. TP53 mutation spectra were similar in never-smokers and in those former smokers who 
gave up smoking more than a year before surgery. 
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7. For the first time at international level, I demonstrated relationship between the high level 
of bulky DNA adducts and the smoking exposure-specific G→T transversion in human lung 
cancer. 
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